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RESUMEN

La fluorosis dental (FD) es la hipomineralizaciéon del esmalte dental causada por el
aumento de la porosidad, cuya severidad se debe a una ingesta excesiva de flior (F)
con relacion dosis-respuesta durante el desarrollo del esmalte. El objetivo del trabajo fue
determinar la correlacion de los polimorfismos rs810687 y rs411717 del gen coldgeno
tipo 1 alfa 2 (COL1A2) con FD en nifios mexicanos de 10 a 12 afos, utilizando el Indice
de Dean para establecer el grado de FD y PCR-HRM para la genotipificacion de los
polimorfismos. Se incluyeron 100 nifios de 10.9 + 0.78 anos; las frecuencias alélicas y
genotipicas encontradas fueron: G = 52.5%, A = 47.5%, G/G = 27.5%, G/A = 49.8%, A/A =
22.5%, C=63.3%, T = 36.5%, C/C=40.3%, C/T=46.3%, T/T =13.3% de los polimorfismos
rs810687 y rs411717, respectivamente, con un coeficiente de correlacion de Pearson r =
—0.017 (p>0.05) con FD. Los resultados mostraron que no existia correlacion entre la FD
y la presencia de los polimorfismos rs810687 y rs411717 del gen COL1A2.

ABSTRACT

Dental fluorosis (FD, for its achronym in spanish) is the hypomineralization of dental
enamel caused by increased porosity, severity is due to an excessive intake of fluoride with
a dose-response relationship during enamel development. The objective of this study was to
determine correlation of rs810687 and rs411717 polymorphisms of (colageno tipo 1 alfa 2)
COL1A2 gene with FD in Mexican children aged 10 to 12 years, using Dean Index to estab-
lish degree of FD and PCR-HRM for polymorphisms genotyping. We included 100 children
of 10.9 £ 0.78 years; Allele and genotype frequencies found were: G = 52.5%, A = 47.5%,
G/G =27.5%, G/A =49.8%, A/A=22.5%, C=63.3%, T=36.5%, C/C =40.3%, C/T =46.3%,
T/T =13.3% of rs810687 and rs411717 polymorphisms respectively; with a Pearson corre-
lation coefficient r=-0.017 (p >0.05) with FD. Results showed that there was no correlation
between FD and presence of rs810687 and rs411717 polymorphisms of the COL1A2 gene.
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una excesiva ingesta de F durante el desarrollo del esmalte antes de la erup-
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afeccion en México, siendo el estado de Durango uno
de los mas afectados. Por otra parte, se ha propuesto
que la susceptibilidad individual a la exposiciéon al F
esta relacionada con el componente genético, ya que
este juega un papel crucial en la gravedad de la FD
(Denbesten & Li, 2011; Vieira, Hanocock, Eggertsson,
Everett & Grynpas, 2005).

Se ha observado que durante el periodo de forma-
cion del diente el ameloblasto o célula formadora del
esmalte produce una matriz proteica que luego se
calcifica, y es lo que conocemos como esmalte. Un ele-
mento crucial para la interacciéon con los cristales de
hidroxiapatita en la formacién de la matriz 6sea y, por
supuesto, la dental (Iracheta, 2001) es el colageno.
Desde el punto de vista genético, existen varios tipos de
colageno y el mas considerable es el de tipo 1. Los fi-
broblastos, condroblastos, osteoblastos, cementoblas-
tos y odontoblastos elaboran fibras de colagena; las
fibras no se forman en el interior de la célula, sino en
la superficie o en el exterior de la misma. Estas fibras
se fijan en la sustancia fundamental, y se convierten en
parte fundamental de las matrices de los tejidos duros
de los dientes (Dawson, 2010).

El colageno es una proteina que esta codificada por
dos genes; COL1IAI y COLI1AZ2 (colageno tipo I alfa 1y
colageno tipo 1 alfa 2), los cuales dan origen a las dos
fibras que fortalecen y dan soporte a los huesos. Esta
proteina es la mas abundante en el cuerpo humano
(Huang et al., 2008). Debido a su importante papel en
la formacion de hueso y la arquitectura ésea, los poli-
morfismos en COLIAI y COL1A2 pueden influir en la
aparicién de FD. A la fecha, las mutaciones en el gen
COL1A2 en particular se han relacionado con un am-
plio espectro de enfermedades de hueso, cartilago y los
vasos sanguineos (Dalgleish, 1997), no asi en patolo-
gias de origen odontologico (Anguiano-Vega, 2013). Es-
tos factores conducen a la formulacién de hipoétesis en
la cual los polimorfismos genéticos en el gen COL1A2
tienen un papel importante en la patogénesis de la
fluorosis dental en poblacién expuesta a altas concen-
traciones (Dawson, 2010), como lo es en el estado de
Durango; sin embargo, existen resultados controver-
siales respecto a la relacion de los polimorfismos del
gen CCOLIA2 y la FD en otras poblaciones (Escobar-
Garcia, Mejia-Saavedra, Jarquin-Yanez, Molina-Frechero
& Pozos-Guillén, 2016).

El objetivo de este estudio fue determinar las fre-
cuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos
rs810687 y rs411717 del gen COLIA2, y su correla-
cién con FD en niflos mexicanos de 10 a 12 afos.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio descriptivo y prospectivo de co-
rrelacién clinico-molecular, donde se incluyeron
100 muestras de ninos entre 10 a 12 anos nacidos y
crecidos en la ciudad de Durango, Durango, México.
Este estudio conté con la aprobacién del Comité de Eti-
ca e Investigacion del Hospital General 450 del estado
de Durango. La seleccion de la poblacion participante
se realizo a través de invitacion directa al padre o tu-
tor del nino en una reunioén de informacioén, donde se
les explicé el motivo para la realizacion del estudio,
asi como los beneficios de conocer el estado de sa-
lud bucal de su hijo. Se incluyeron nifios que fueran
alumnos de escuelas primarias seleccionadas aleato-
riamente cercanas a los pozos de agua con mayor con-
centracion de F que abastecen a la ciudad; que ambos
padres fueran originarios, nacidos y criados en la ciu-
dad de Durango; que no presentaran restauraciones
en sus dientes o tratamiento de ortodoncia y que hu-
bieran vivido ininterrumpidamente en la ciudad de
Durango. A los padres o tutores que aceptaron que su
hijo participara, una vez firmada la carta de consenti-
miento informado, se les proporcionaron indicaciones
precisas para la toma de muestra sanguinea, asi como
para realizar la exploracion de cavidad bucal.

Procedimientos

Se disen6 un instrumento en forma impresa, el cual
contenia preguntas relacionadas con la salud bucal,
asi como un odontograma. Con esto se permitio regis-
trar la informacién obtenida de los padres de familia,
al igual que la relacionada con el estado de salud bucal
de los nifios participantes.

Examen bucal

En el proceso de examen bucal se inspeccionaron las
caras oclusal, vestibular, distal, lingual y mesial de to-
dos los dientes temporales y permanentes presentes.
Se coloco al nifio con direccion a la luz del sol para
permitir una visibilidad 6ptima de los cuadrantes. El
grado de FD se determiné utilizando el Indice de Dean
(Secretaria de Salud, 2003). Para complementar el es-
tado de salud bucal general se incluyeron las siguientes
mediciones: indice de dientes cariados-perdidos-
obturados (IDCPO), indice de cuidados (IC) e indice de
necesidades de tratamiento (INTC).
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Tabla 1.
Condiciones de amplificacion de los polimorfismos en estudio.

Fases 1* Amplificaciéon 2* Amplificacién
T(°C) Tiempo T(°C) Tiempo

ﬁ?j;?turahzadén 94 10 min 94 10 min
cslzfll'll;lt(iializacién 95 45s 95 45s
Alineacién 54 45's 60 45s
Extension 72° 45's 72 45 s
N° de ciclos 55 20
T = temperatura; N° = nimero.

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 2.

Datos del estado de salud bucal de la poblacion en estudio.

Variable odontoldgica Si (%) No (%)
Malposicién dental 60 40
Autopercepcion de fluorosis 47 53
Odontalgia previa 52 48
Autorreporte de obturaciones con amalgama 21 79
Organos dentarios perdidos 30 70
Organos dentarios obturados 9 91
Organos dentarios cariados 64 36
Denticiéon mixta 54 46
Segundo molar permanente presente 94 6

Fuente: Elaboracion propia.

Analisis de los polimorfismos rs411717(A>G)
y rs810687(C>T) del gen COL1A2

Se obtuvo sangre capilar del dedo indice, la cual fue so-
metida a lisis alcalina, utilizando 100 uL de NaOH mas
10 uL de sangre total, obteniendo una concentracion
final de 9.1% V/V; esta mezcla fue incubada a 37 °C
por 15 min. El lisado obtenido se emple6 para realizar
la tipificaciéon de los polimorfismos en estudio.

El analisis de los polimorfismos se realiz6 por dos
fases de amplificacion del sitio polimérfico por reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) en tres pasos, segui-
do por el analisis de fundido de los productos de am-
plificaciéon como se describe a continuacion: la primera
amplificacién por PCR convencional de punto final uti-
lizando GoTaq Master Mix (Promega Inc. Madison, WI),
con el objetivo de obtener cantidades semejantes de
productos de amplificacion de cada una de las mues-
tras. La mezcla de reacciéon para muestras de 15 uL
fue: GoTaq Master Mix 7.5 uL; agua 5.7 pL; iniciador
sentido 0.3 uL; iniciador antisentido 0.3 uL; lisado san-
guineo 1.2 pL.
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Para la segunda amplificacién se realiz6 utilizan-
do PCR en tiempo real. La mezcla de reaccion para
cada muestra (15 pL) fue preparada de acuerdo con
el manual de usuario que acompana al reactivo Type it
HRM (Qiagen Inc. Germantown, Maryland). Se utiliza-
ron los siguientes iniciadores para ambas amplificacio-
nes: 5-GTAAGGTAGGTTTGACTGCAGAG-3’ (sentido),
5-CCGTAGGGTCTGTTCCTCATA-3’ (antisentido) para
el polimorfismors411717(A > G) del gen COL1A2; mien-
tras que el analisis para el polimorfismo rs810687(C >
T) del gen COL1AZ2 se realizé utilizando los iniciadores
5’-GGAATATAAATGACAGCAAGCATACC-3’ (sentido),
5-GAACCAAAGTCTAGTATACCTCTAAGC-3’ (antisenti-
do) bajo las condiciones de amplificacion, tal como se
muestran en la tabla 1. Para el analisis de las curvas
de fundido se utiliz6 un termociclador Eco Real Time
PCR System ([llumina Inc. San Diego, California) con
canal para HRM.

Como estandares se utilizaron muestras procesa-
das por reaccion en cadena de la polimerasa de poli-
morfismos de la longitud de fragmentos de restriccion
correspondientes para rs411717(A > G) y rs810687(C >
T) del gen COLIA2, con un tamafno de amplicon de
105 pb y 132 pb, respectivamente.

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de FD y del estado de salud
bucal se establecieron por medio de la distribucién de
frecuencias de estas variables. Se determinaron las fre-
cuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en
estudio por conteo directo, con la finalidad de obtener la
distribucion de los polimorfismos, mientras que se rea-
liz6 el analisis de Hardy-Weinberg a través de la prueba
de 2, para establecer que en la poblaciéon en estudio no
ha actuado la seleccién natural o algtin otro factor que
produzca una mutaciéon en su composiciéon genética.
Se aplico6 la prueba de correlacion de Pearson con el
propésito de determinar la relaciéon entre la presencia
de los polimorfismos y la presencia de FD. Se consider6
un intervalo de confianza del 95% y un valor de p < 0.05
para estimar la significancia estadistica. Toda la infor-
macion fue procesada en el paquete estadistico Sigma
Plot 11.0 (Systat Software Inc San Jose, CA).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos muestran que existe una
prevalencia del 96% de fluorosis dental en la pobla-
cion en estudio, dividida en 71% como leve y el 25%
de moderada a severa. La media de edad de los partici-
pantes fue de 10.9 £ 0.78 afios; un IDCPO de 1.41, un
IC del 6.3% y un INCT del 83.6%. Los datos del estado
de salud bucal se muestran en la tabla 2.
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Tabla 3.
Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos rs810687 y rs411717
del gen COL1A2.

GENOTIPO FRECUENCIA (n=100)
Polimorfismo rs810687

G 52.50%
A 47.50%
GG 27.50%
GA 49.80%
AA 22.50%
Polimorfismo rs411717

C 63.30%
T 36.50%
CC 40.30%
CT 46.30%
TT 13.30%

Fuente: Elaboracidn propia.

Asimismo, se observoé que el 49% de los participan-
tes consumieron agua hervida durante los primeros
meses de vida, mientras que el 62% consumia agua
embotellada y el 61% consume agua del bebedero es-
colar, lo que los hace mas susceptibles al consumo de
agua contaminada con flGor.

El analisis de genotipificacion muestra una alta fre-
cuencia de los alelos mutados G (48%) y T (36%) de los
polimorfismos rs810687 y rs411717 del gen COLIA2,
respectivamente (tabla 3). Asimismo, se encontré un
coeficiente de correlacion de Pearsoniguala r=-0.017
(p >0.05), lo cual es un indicativo de la correlacion
negativa y estadisticamente no significativa entre la
presencia de fluorosis dental en niflos de 10 a 12
anos y la presencia de los polimorfismos rs810687 y
rs411717 del gen COLIA2.

DISCUSION

La busqueda e implementacion de indicadores mole-
culares de los procesos normales o patogénicos en hu-
manos se ha ido incrementando en los ultimos afios,
siendo el area odontolégica un campo de oportunidad
para tratar de dilucidar los posibles mecanismos de
accion de alteraciones que modifican del estado de sa-
lud de los individuos, debido al entorno fisico, quimico
y biolégico (Anguiano-Vega, 2013).

El objetivo de este estudio fue determinar las fre-
cuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos
rs810687 y rs411717 del gen COLIA2, y su correla-
cion con fluorosis dental en nifos duranguenses de
10 a 12 anos.
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La fluorosis dental ocurre como resultado de un
exceso en la ingesta de fluoruros durante la formacion
dental; por tanto, esta se produce durante la infancia
(Gomez et al., 2002; Lyaruu et al., 2014).

En un estudio realizado por Betancourt et al
(2013), en veintisiete estados de la republica mexicana
y en la Ciudad de México se mostraron algunos datos
de prevalencia de esta enfermedad, encontrando que
el estado de Morelos presentaba una prevalencia re-
lativamente baja, sobre todo si se comparaba con los
datos obtenidos en el estado de Durango (88.8%). En
nuestro caso, la prevalencia encontrada en la ciudad
de Durango fue mas elevada (96%) que la presentada a
nivel estatal y nacional, lo que lo convierte en un pro-
blema de salud publica importante. Con base en esta
informacion, nuestro grupo de trabajo se ha planteado
la necesidad de continuar con esta linea de investiga-
cién, con el objetivo de establecer un perfil genético
molecular individualizado que permita la identificacion
de blancos moleculares en poblaciones de alto riesgo.

En estudios previos se ha reportado la posible in-
teraccion de factores genéticos en la patogénesis de la
fluorosis dental (Vieira et al., 2005), lo cual corrobo-
ra lo aportado por otros autores que asumen que esta
puede ser la razéon por la que las poblaciones que
estan expuestas a ingestas elevadas de flior presen-
ten un amplio rango de severidad de fluorosis dental
(Denbesten & Li, 2011). Por ello, el estudio de la in-
fluencia de factores genéticos es de gran importancia.
Se ha observado clinicamente en la consulta odonto-
légica que la presencia de los grados de severidad de
fluorosis varia entre integrantes de una misma fami-
lia, aun cuando estos se encuentran expuestos a con-
diciones ambientales y de desarrollo similares, por lo
que una posible explicacion es la variabilidad genética
de cada individuo que puede jugar un papel importante
en el desarrollo de esta patologia.

En este trabajo, el analisis de genotipificacién mos-
tr6 una alta frecuencia de los alelos mutados G (48%)
y T (36%) de los polimorfismos rs810687 y rs411717
del gen COLIA2, respectivamente. En este contexto,
los estudios realizados por el proyecto HapMap (Inter-
national HapMap Consortium, 2003) se encuentran
enfocados en el establecimiento de la distribucion en la
variabilidad genética de los individuos a nivel mun-
dial, sin embargo, hasta el momento no se cuenta
con la distribucién de los polimorfismos rs810687
y rs411717 del gen COLIA2 de manera especifica,
hallazgo importante que aporta nuestro trabajo de in-
vestigacion. Aunque la prevalencia de fluorosis dental
y la frecuencia de los polimorfismos de riesgo fue alta
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en la poblacién en estudio, no hubo correlacion sig-
nificativa (r = 0.017, p > 0.05). Escobar-Garcia et al.
(2016) mostraron que no existia una relacién esta-
disticamente significativa entre la presencia de otra
variante polimorfica del gen COLIAZ2 y la severidad de
FD (OR = 2.24; 95% CI =0.55 —9.02). Por otra parte,
en un estudio realizado en dos distritos de la provincia
de Henan en China se presento6 la primera evidencia de
una asociacion entre diferentes variantes polimoérficas
en el gen COLIA2 con FD en poblaciones expuestas a
altas concentraciones de fluoruro. No obstante, al no
ser concluyentes los datos, los autores resaltaban la
necesidad de realizar mas estudios para confirmar
la asociacion (Huang et al., 2008).

Es relevante mencionar que aunque este trabajo
se encuentra relacionado con una alteracion odonto-
logica, no es exclusivo de esta disciplina ya que los
resultados de este estudio pueden ser de utilidad en
otras areas de interés que tengan como objetivo el
estudio de patologias relacionadas del gen COLIA2.
Ello brinda un gran aporte a la epidemiologia genética
al encontrar frecuencias alélicas y genotipicas de los
polimorfismos estudiados; es importante resaltar que en
la poblacién mexicana hasta el momento es escasa la
informacién disponible en la literatura relacionada con
la variabilidad genética.

CONCLUSIONES

Los resultados mostraron que a pesar de que se en-
contr6 una frecuencia considerable de alelos mutados
de los polimorfismos estudiados, estos no presentaron
una correlacion estadisticamente significativa con la
fluorosis dental; sin embargo, este estudio coadyuva en
la transicion y realizacion de investigacion basica epi-
demiolégica molecular con aplicacion clinica.
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